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【要旨】近年、分子生物学的手法の進展により、各種の遺伝病に対する責任遺伝子及び病態が分子レベルで
明らかにされてきた。歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（Dentatorubral　pallidoluysian　atrophy：DRPLA）は
常染色体性優性遺伝を示す神経変性疾患の1つであり、責任遺伝子DRPLAの翻訳領域に位置するCAGリ
ピートの伸長に起因する。報告されているDRPLAのcDNA配列を比較したところ、伸長するCAGリピー
ト以外に、グルタミン残基の有無という差違が認められた。本研究では、このグルタミン残基の使用の有無
に選択的スプライス機構が関わっているか否かを検討した。エクソン4およびエクソン5を含むDRPLAゲ
ノム断片を鋳型として試験管内で転写反応および組織抽出液存在下でスプライス反応を誘導すると、2種類
のアイソフォームが観察された。このことはグルタミン残基の差異には3塩基離れた2箇所のスプライス受
容部位を使用する選択的なスプライス機構が関わっていることが示唆された。またDNAデータベースの検
索によって、CAST、　MAN2Bl、　PSEN2遺伝子観察される1アミノ酸残基の有無という差異も選択的スプラ
イスに基づくことを示唆した。本研究はスプライス機構の解明に寄与するであろう。
はじめに
　DRPLA（Dentatorubral　pallidoluysian　atrophy）は、
常染色体優性遺伝形式をとる神経変性疾患であり、歯
状核、赤核、淡蒼球とルイ体において神経細胞が変性
死し、萎縮性の病変を起こす。この疾患は協調運動の
障害、不随意運動、さらには知能障害や痴呆などを主
症状とするが、発症年齢によって臨床症状が大きく異
なることも知られている。発症年齢は3歳から69歳
まで幅広く、約33％の患者が10歳までに発症し、精神
発達遅滞や痙攣発作を示す。10－20歳に発症した場合、
てんかん性痙攣の初発症状を呈し、一一方、20－40歳で発
症すると、運動失調、歩行障害を示し、それ以降に発
症する場合は、舞踏病様症状が主となり、ハンテント
ン舞踏病と区別することが困難であることもある。こ
れらのことから、臨床病型を3つに分け、20歳未満の
発症の若年型Q’uvenile　type）、20歳以上40歳未満の発
症の早期成人型（early　adult　type）、40歳以降の発症の
遅発成人型として区分されている。また、DRPLAで
は、表現促進現象（genetic　anticipation）という現象が
知られている。一般に遺伝病では、変異によって症状
の程度が違う場合があり、従って、家系が異なれば症
状の程度が異なる場合がありうる。しかし、同一家系
では同じ変異を共有するので、家系内の患者の症状の
程度は同程度であることが多い。しかし、DRPLAを
初めとして、表現促進現象の見られる疾患群では、同
一一ﾆ系でも、世代が進むと若年発症化し、より重篤な
症状を呈する1『27）。私達は金澤一郎博士（国立精神神
経センター総長）らによって収集されたDRPLA家
系について、DNA多型マーカーとの連鎖解析法に
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よってマッピング（責任遺伝子の存在する染色体上
の位置を決定する）を進め、可能性の高い領域で候補
遺伝子アプローチを採用することにより、第12番染
色体短腕12p13．31に位置するCAGリピートが伸長
すると発症することを見出し、1994年に報告した9）。新
潟大学脳研究所神経内科の辻教授のグループからも
同様の報告がなされた。そのCAGリピート数は多型
性を示し、個人個人（正確には染色体毎）で異なる。正
常人ではどちらの対立遺伝子でも7～23回の範囲の
リピート数であり、日本人では10回、15回、17回の
リピート数を持つことが多い。一方患者では、対立遺
伝子のリピート数が49～75回程度と2、3倍に伸長し
ていた9）。CAGリピート数と発症年齢の問の相関関係
を見ると、50回程度に伸長しているヒトは60歳程度
で発症し、60回程度に伸長している患者は20～30歳
程度で発症、70回程度の伸長に至ると10歳までに発
症してしまうというように、リピート数が増大するほ
ど発症年齢が早くなる逆の相関関係にある。また、
DRPLAでは伸長したCAGリピートを父親から伝達
されると、約8回程度、伸長程度が増加することがわ
かった。この2つのことから、表現促進現象は、世代
を経ると伸長リピートが一層伸長することでうまく
説明できることがわかった。私達は、DRPLA遺伝子
のcDNAを単離し、塩基配列を決定した（配列のアク
セッション番号：D31840）9）。別の研究グループからも
DRPLAのcDNAの塩基配列が報告され、また、ヒト
以外にもマウスやラットなどで相同する遺伝子の塩
基配列が報告されている。ヒトDRPLA遺伝子の
cDNA配列で、多型を示し、また患者で伸長するCAG
リピートの数について、報告された配列間に差違が
あっても当然である。しかし、この差異以外に、別の
グループから報告されたcDNA配列（たとえば、アク
セッション番号U23851）には、　CAGという3塩基が
欠落し、それによって、D31840による94番目のグル
タミン1残基が欠落している事に気づいた22）。本論文
ではこの差違を生じる原因を追究し、選択的スプライ
シングによって2種類のcDNAが生じることを明ら
かにした。
研究材料および方法
　DRPLAのスプライスジャンクションの解析
　1）DRPLAミニジーンプラスミドクローニングの
　　　作製
　DRPLAの2種類のcDNAにおける塩基配列の差
は、エクソン4とエクソン5の境界に相当することが
わかった。ミニジーンプラスミドは、DRPLAのエク
ソン1～エクソン7を含むゲノム領域約14kbpのゲ
ノミッククローンpMY　1224を出発として作製した。
pMY　1224の制限酵素地図Fig．1に示す。ベクターに
はpSP65ベクターを用いた。　pSP65ベクターのマルチ
クローニングサイト中に存在するBamH　I（TAKAR－
A社、京都）、Pst　I（NIPPON　GENE社、東京）の制
Exon　1 23　4 5　6　7　8910
BHB GEX　XHB　HG　EX　G　B BBGX　B
NP　P　PPPPP
BXH　B
P N
PMY1224
　　　　　　　O　5kb　10kb　15kb　20kbFig．1　Genomic　organization　of　the　DRPLA　gene．　The　DRPLA　gene　consists　of　10　exons　as　shown．　Relevant　restriction
　　　enzyme　sites　are　illustrated　with　vertical　bars．　The　genomic　DNA　fragment　carried　by　in　pMY1224　are　indicated．　The
　　　arrow　with　U7　is　the　region　encoding　small　RNA　U7．
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Fig．2　Construction　of　a　mini－gene　for　studying　alternative　splicing　in　the　DRPLA　gene．　The　genomic　DNA　fragment　flanked
　　　by　Bglll　and　Pstl　carried　a　portion　of　exon　4，　intron　4　and　exon　5．　The　DNA　fragment　was　inserted　into　a　plasmid　with
　　　the　SP6　promoter　to　generate　pSP－DRPLA4u5．
限酵素切断部位に、pMY　l　224のエクソン4、エクソン
5を含むようにBgl　II（NIPPON　GENE社、東京）と
Pst　Iで切断したDNA断片1890bpをライゲーション
し、DH5αをトランスフォームした。得られたコロ
ニーで、プラスミドの少量調製を行った。インサート
のエクソン5とベクターを各々1ヶ所切断するNhe　I
（NIPPON　GENE社、東京）制限酵素で切断をし、得
られたプラスミドクローンが目的のものであること
を確認した。そこで、このミニジーンプラスミドを
psP－DRPLA4－5と命名した。その；構造をFig．2に示
した。
　2）PSP－DRPLAプラスミドからcDNAの作製
　pMYI224から切り出したBgl　II・・Pst　I断片1890bp
をpSP65ベクターのBamH　I、　Pst　I部位に挿入して得
られたpSP－DRPLA4－5は、　DRPLAのエクソン4の
30番目の塩基［146533（U47924．1）］からエクソン5の
868番目の塩基［148426（U47924．1）］までをインサート
に持つ。pSP65ベクターには、　SP6RNAポリメラーゼ
が結合してRNAの転写を起こすSP6プロモーター
とSP6転写開始部位が存在する3）。　SP6RNAポリメ
ラーゼの存在下で、マルチクローニングサイトの5ノ→
3’方向に挿入された外来遺伝子DNAをRNAに転写
した。5×transcription　buffer　8　pt　1、　l　OO　mM　DTT　4　pt　1、
RNasin　Ribonuclease　inhibitor　80　U，　10　mM　m7G（5’）
ppp（5’）g　2　xt　l．　10　mM　ATP　2　ft　l．　10　inM　UTP　2　xt　l．
1mM　GTP　2　pt　1．　10mM　CTP　2pt　1．　Linear　DNAor6－
Globin　control　DNA　5　pt　1．　sp6RNApolymerase　（20　U／
μ1）3μ1、Nuclease　Free　Water　8μ1を混ぜ30℃で3時
間インクユベートした。反応後H2060μ1、　PCI　extrac－
tion，7．5M　NH4Ac　50μ1、エタノール300　pt1を加え一
20℃で30分放置した。その後10，㎜回転で15秒間遠
心した。次にQIAGENのRNase　mini　kitを用い胞破
砕液とインキュベートしてスプライスを起こさせた。
氷上でSplicing　5×緩衝液5μ1、　Hera　splice　nuclease
extract　10　pt　1．　RNase　Ribonuclease　lnhibitor　（40　U／pt　1）
1、μ1、25mM　MgC123μ1、　RNA　transcript　6　pt　1を30QC
にて16時間インキュベートした後25μ1のHera
Nuclear　Extract　stop　solutionを加えpipettingし
Nuclease－free　water　50μ1、　PCI　l　OOμ1撹i絆しaqueouse
phase　to　a　fresh　tubeに入れ替えた。そこに7．5M
NH4Ac　50μ1、100％Etanol　300μ加え、4QCで14，000
回転20分遠心し70％Etanol　500μ1加え4‘℃で遠心か
けた。沈殿物を乾燥させNuclease－free　waterで15μ1
とした。作製されたRNAを再び逆転写によりDNA
に変換しPCR増幅してスプライス産物を解析するた
めプライマー（KTDRPLAF42［146545～（43　bp）］5！一
tgaaagtgaggagaccaatgcac，　KTDRPLAR51　［t－v　147585
（27bp又は30　bp）］gagggagactgtggccgag）を作製し
た。sp6RNA　transcript　6μ1とspliceRNA　6　pt　1をそれ
ぞれRT－PCR増幅した。　H，O　lO．25μ1、10倍バッ
ファー　2　pt　1、2．5　mM　dNTPs　2．5μ1、5μM　F42年置imer
2．5　pt1．　5　ptM　Rs　l　primer　2．5　pt　1．　evTaq　O．25　pt1．　RTcDNA
5μ1にmineral　oilを15μ1上層して、　PCR反応を行
なった。反応系のサイクルは1）94℃5分、58℃1分、
72℃2分、2）94℃1分、58℃1分、72．C　2分この3
ステップを38回繰り返す、3）940Cl分、58℃1分、
72℃5分で行なった。次にIM　DTT　2μ1、5×synthesis
buffer　4　pt　1、2．5　mMδNTP　mix　4μ1加え撹i絆し10，㎜
回転で遠心した。次に45℃30分後super　script　H　lμ1
加え橿拝し45℃30分後10，000回転遠心しRNaseH　l
μ1撹搾し42℃20分間反応させた。RT－PCRで増幅し
たDNA断片をpSP65ベクターに組み込みコンピテ
ント大腸菌（DH5α）をトランスフォームした。得ら
れたコロニーでプラスミドの少量調製をおこなった。
Hind　III（Bio　Labs）とBglllを用いて制限酵素切断プ
ラスミドDNA　15μ1にHind　III　lμ1、とBgl　H　1μ1
を（TE　I9μ1×5EndoR　5μ1、2．5　M　NaCl　lpt1）で37
度、2時間インキュベートした。目的のcDNAを確認
するため銀染色法で確認した（Fig．3）。尚、本研究に使
用させて頂いたゲノムサンプルはガイドラインに従
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With　CAG（94bp）一一N
Without　CAG　（91bp）　一●噸■●儲齢　　　　　　　　　，h姻一
　　　　　　　　pSP－1）RP：LA4－5　clone4　　＋　　　　＋
　　　　　　　　pSP－DRPLA4－5　clonesf　＋　＋
　　　　　　　　pMY1240　＋
Fig．3　Analysis　of　processed　mRNA　by　RT－PCR．　Plasmid　DNA　of　pSP－DRPLA4－5　was　subjected　to　be　transcribed　in　vitro
　　　with　SP6　RNA　polymerase．　A　RNA　fraction　was　recovered　and　incubated　with　nuclear　extracts．　Then，　the　products
　　　were　amplified　with　RT－PCR　and　analyzed　through　acrylamide　gel　electrophoresis．　The　lane　indicated　with　“spliced
　　　products”　showed　two　bands：　The　intense　band　had　the　same　mobility　as　the　DNA　fragment　amplified　with　the　same
　　　PCR　primer　together　with　cDNA　with　the　additional　CAG　sequence　（94　bp）．　The　indicated　product　was　confirmed　to
　　　have　the　expected　sequence　as　D31840，　while　the　additional　minor　band　lacks　the　CAG　sequence．
いインフォームドコンセントを行ったうえ使用させ
て頂きました。
結 果
　DRPLAの2種類のcDNAにおける塩基配列の差
は、エクソン4とエクソン5の境界に相当することが
わかった。そこで、この差が、選択的スプライスによっ
て生じるか否かを、ミニジーン系を用いて検討した。
「研究材料および方法」に記載したような方法で、試験
管内でRNAを作成できるSP6プロモーターの支配
下に、DRPLA遺伝子のエクソン4からエクソン5の
ゲノム配列を持つsPS－DRPLA4－5clone4，　sPS－
DRPLA4－5clone5fを作成した。作成したプラズミド
を鋳型として試験管内で転写させ、培養細胞から調整
した各抽出液と反応させて、スプライス反応を起こさ
せ、生じたRNAをRT－PcRによって解析した。　Fig．
3に示すように91bpと94　bpのバンドが確認でき
た。これらのサイズは報告されたcDNA配列に一・致
し、実際、得られたDNA断片の塩基配列を決定して
確認した。スプライス反応を起こさせない場合には、
該当するDNA断片が生じないことから、確かに選択
的スプライスによって3塩基サイズの異なる2種類
の転写産物が形成されることを確認した。ゲノム配列
から、3塩基離れた2ヶ所のスプライス受容部位が使
用されていると推定した。ミニジーンの実験で明らか
なように、単一のクローンから2種類の転写産物が形
成されるので、遺伝的多型による可能性は低い。実際、
約100人について、エクソン4のスプライス供与部位
およびエクソン5のスプライス受容部位付近の塩基
配列を調査したが、多型は認めなかった（結果省略）。
実験と平行して、データベース検索によって同様な機
構があるかを検索した。まず、近接部位での選択的ス
プライスの報告例があるか否かを検索した。肥満に関
係するレプチン遺伝子でそのような報告があること
を見出した。また、マウスのPax3とPax7について同
様な報告があり、ヒトのゲノム配列からも同様な機構
が想定された。マウスのDnmtlについても同様の報
告があり、この場合にはSerVal配列がPheの1残基
に置き換わる。一方、SWISS－PLOT　Protein　Sequence
Database　lndex　of　human　proteins　with　sequence　vari－
antsというデータベースの検索を行い、蛋白質のアミ
ノ酸配列において1アミノ酸残基の有無というよう
な微細な差違がある例を検索した。次に、それらの例
について、ゲノム配列を検索し、この差違がエクソン
とエクソンの境界に位置しているかを検索した。その
結果、CAST、　MAN2Bl、　PSEN2で、同様に、3塩基
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Table　1　Genes　with　alternative　splicing　by　the　use　of　two　acceptor　sites　separated　by　3　bp
Genesa Accession　numbercDNA　with　3　bp cDNA　without　3　bp genome exon　references
DRPLA
PAX3
PAX7
LEP
Dnmtl
CAST
MAN2B
PSEN2
D31840
NM－181460　（AY251280）
NM－002584　（X96743）
NMOOO230　（U43653）
AF162282
NM7001750　（D16217）
NM．Ooo528　（U60266）
NM－Ooo447　（L43964）
NM．oo　1940　（U23851）
BCOO8826
D49487
NIVLO　I　OO66　（X14805）
NM－173061　（U58996）
UO5572
NM－012486　（U34349）
NT－009759　（U47924）
NTmOO5403　（ACOIO980）
NTmO77921　（ALO21528）
NT－007933　（ACO18635）
NT－039472　（CAAAOIO59910）
NT－023148　（ACOO8906）
NT－O11295　（ACOIO422）
NT－004559　（AL391628）
4－5
2－3
2－3
2－3
4－5
26－27
7－8
10－11
this　study
＊
＊
＊
＊
this　study
this　study
this　study
Genes Nucleotide　sequencesb　Splice　donor　site Splice　acceptor　site Amino　acid
DRPLA
PAX3
PAX7
LEP
Dnmtl
CAST
MAN2Bl
PSEN2
．AGgtggg．
．AGgtgag．
．GAgtgag．
．CGgtaag．
．TTgtaag．
．CGgtaag．
．AGgtcag．
．GGgtgag．
．gtcttcccttttctacagCAGGAACT．．
．ccgcctgttctcttaaagCAGGTGAC．．
．ccacctccacctctgaagCAGGTGGC一一
．cctcttcctcctgcatagCAGTCAGT．．
．ctttctcttgtttttaagCAGTTGAA．．
．gcattatttacttttcagCAGAGTGA．
．cgtcgcctcccccagcagCAGGCAAA．
．ctcttcctggacacccagAAGAAGAC．
Gln／None
Gln／None
Gln／None
Gln／None
SerVal／Phe
Gln／None
Gln／None
GluGlu／Glu
はなれた2ヶ所のスプライス受容部位を使用する選択
的スプライスの可能性を同定した。これらの例につい
て、スプライス受容部位を中心に、塩基配列などを
Table　1に示した。
考 察
　近年、ヒトゲノムの解析が進み、遺伝病などに対す
る疾患遺伝子について明らかになってきた。その中
で、これまで知られてきた欠失や挿入、あるいは塩基
置換とは異なるタイプの変異が発見されている。トリ
プレットリピートの伸長は新しいタイプの変異であ
り、その内、翻訳領域に位置するCAGリピートの伸
長はDRPLAなど9種類の疾患で明らかにされてい
る。いずれも、神経（あるいは筋肉）に関係する疾患で
あることは興味深い。今回我々は、1アミノ酸残基の有
無というcDNA配列上の微細な差をDRPLA遺伝子
で出し、それが、3塩基離れた2ヶ所のスプライス受容
部位を使用した選択的スプライスによることを実験
的に確認した。また文献検索、またデータベース検索
によって、これまでに少なくとも8種類の遺伝子につ
いて、そのような機構があることを見出した。選択的
スプライスは、遺伝子発現の調節、あるいは蛋白質の
多様性という観点からも重要な機構である。特に、最
近ヒトゲノム配列がほぼ決定され、そこには30，㎜余
りの遺伝子が存在することが明らかにさた。ヒトに見
られるような高度に複雑な生命現象を行うにはより
多数の蛋白質が必要であると一般的に考えられてい
たのに比較し、約30，㎜という遺伝子数ははるかに少
ない。従って、選択的スプライスによる蛋白質の多様
性獲得ということは現在最も注目されている点の1
つである。cDNAに基づく蛋白質のアミノ酸配列で、1
アミノ酸残基の有無というのはもっとも微細な差違
である。LPTNやPAX3などで報告があったが、余り
気づかれていなく、データベースでは単なる「塩基配
列上のミス」として片付けられていることも多かっ
た。実際、従来の報告例をあわせ、我々が解析した
DRPLA、およびデータベース検索から同定した遺伝
子を加え、少なくとも8種類では、1アミノ酸残基の差
違が選択的スプライスに基づいている。スプライス受
容体として使用される塩基配列については一定のコ
ンセンサス配列が明らかになっているが、絶対的な配
列ではなく、依然として不明な点も多い。3塩基離れた
2ヶ所をそれぞれ使用する場合には、塩基配列上、さら
に大きな配列上の制限がある。従って、このような例
を収集し、比較することによって、スプライス部位の
選択、ひいては選択的スプライスの時間的空間的な制
御の問題解決の糸口になると考える。今回同定された
遺伝子のスプライス受容体周囲の塩基配列から、次の
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ようなことが考えられる。スプライス受容部位のコン
センサス配列は（tc）rich　n（c／t）agGとされている。イ
ントロン内ジャンクションのag配列すら100％では
ないので絶対的ではないが、もし、（c／t）agは必須とす
れぼ、1塩基あるいは2塩基離れた2ヶ所のスプライ
ス受容体は使用できないことになり、従って、この論
文で記載したような3塩基離れた2ヶ所のスプライス
受容体というのが最小差となる。また同定した配列で
はcagが位置することが多いが、　tagもまた同程度の
可能である。その場合、もし翻訳枠がtagでれば、翻
訳停止コドンとなる。データベース検索では1アミノ
酸残基の有無を主点に検索したので、この点ではバイ
アスがある可能性がある。同定した8例中6例で、差
の3塩基が読み枠に一致し、そのためグルタミン1残
基の有無という差違となっている。選択的スプライス
と翻訳と読枠とは一見無関係であり、このことは検索
におけるバイアスとも考えるが、一方で、進化との関
係からはなんらかの関係を示唆している可能性もあ
る。いずれにせよ、このような例をさらに修正する作
業が必要と考える。
結 論
　ヒトゲノムは30億の塩基配列から構成され、3万程
度の遺伝子が存在することが明らかになった。遺伝子
の機能は解明されていない事が多く、遺伝子の異常に
よって発症する様々な遺伝子疾患についてはその発
症機構を解明する事で疾患の原因解明、治療などにつ
ながる。CAGリピート病の伸張が原因とされる
DRPLAについて遺伝的解析を行った。選択的スプラ
イスにより2箇所のスプライスacceptor　siteが使用さ
れる事が明らかになった。選択的スプライスがどのよ
うに疾患に関与しているか、2種類の蛋白質の生物的
意味を明らかにする事はこれからの課題となる。
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Alternative　splicing　by　the　use　of　two　acceptor　sites　separated
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　by　3　bp　in　DRPLA
Maki　TACHIBANAi）2），　Hironao　NUMABE2），　Akinori　HOSHIKA2）
i）Department　of　immunology，Tokyo　Medical　University
2）Department　of　Pediatrics，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　Dentatorubral　pallidoluysian　atrophy　（DRPLA）　is　a　hereditary　neurodegenerative　disorder　and　is　caused　by　CAG　repeat
expansion　in　a　coding　region　of　the　DRPLA　gene．　We　found　a　discrepancy　among　reported　DRPLA　cDNA　sequences
besides　the　polymorphic　and　expandable　CAG　repeats．　Some　sequences，　lacked　3　bp　（CAG）　occurring　in　other　sequences
resulting　in　the　absence　of　the　single　glutamine　residue　at　the　94th　position．　The　inconsistent　3　bp　turned　out　to　situate　at
the　boundary　of　exon　4　and　5．　We　confirmed　with　a　mini－gene　system　that　two　isoforms　with　or　without　the　CAG　sequence
were　indeed　generated　by　alternative　splicing　where　two　acceptor　sites　separated　by　3　bp　were　used．　The　expression　ratio　of
the　two　isoforms　was　almost　constant　in　various　tissues　with　the　longer　form　being　predominant　（80－90％）．　Several　features
of　the　protein　isoforms　expressed　by　transfection　did　not　significantly　differ，　however，　the　isoform　with　the　glutamine　residue
tended　to　localize　more　in　the　nucleus．　Alternative　splicing　utilizing　two　acceptor　sites　by　3　bp　have　been　documented　with
PAX3，　PAX7，　LEPTIN　and　Dnmt　l．　After　surveying　cDNA　sequence　database　for　inconsistency　of　a　single　amino　acid
residue　following　consultant　of　genome　sequences，　we　found　that　cases　for　MAN2B　l，　CAST　and　PSEN2　were　explained　by
this　type　of　alternative　splicing．　As　the　nearby　two　acceptor　sites　impose　almost　double　constraints　on　the　sequence，　these
cases　may　provide　usefu1　information　to　further　understand　the　mechanism　for　splice　site　selection　and　regulation．
〈Key　words＞　Dentatorubral　pallidoluysian　atrophy，　alternative　splice，　CAG　repeats
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